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The pneumococcus resides in the nasopharynx of  over half  of  the population of  healthy children 
under four and about 10% of  the adult population (Regev-Yochay et al., 2004; Southern et al., 
2018). While it lives there as a commensal bacterium, causing no harm, it can move from the 
nasopharynx into the inner ear and respiratory tract and cause pneumonia, inner ear infections, 
meningitis or sepsis (Weiser, 2010). 
Since the introduction of  pneumococcal vaccines, global mortality of  pneumococcal infections 
has dropped by 7% (Troeger et al., 2018). However, the pneumococcus changes its serotype 
– the polysaccharide capsule composition that is the target of  the immune system and 
therefore also the vaccines – rapidly, both through genetic and epigenetic alterations. A shift to 
different, untargeted serotypes can explain the relatively low decline in pneumococcal carriage 
and infections after vaccine introduction.
At the same time, pneumococcal resistance to antibiotics is on the rise (CDC Antibiotic Threats 
Report, CS298822-2, 2019). To combat pneumococcal infections, a better understanding of  the 
mechanisms of  immune system evasion and antibiotic resistance as well as a continued search 
for new antibiotics are vital.  
A better look at the pneumococcal cell
Already in the beginning of  the last century, the pneumococcus (then also called diplococcus) 
was known to be a cause of  pneumoniae. There is a rich history of  infection research with 
the pneumococcus at the center, and the pneumococcus has one of  the most well researched 
systems for DNA-uptake and incorporation into its genome (Avery, MacLeod & McCarty, 1944), 
a process called transformation. However, for a long time, bacterial cell biology has mostly 
been limited to model organisms as Escherichia coli, Bacillus subtilis and Caulobacter crescentus. This 
was partly due to the lack of  available techniques, but also because the focus of  pneumococcal 
research has been largely on the eradication of  the bug rather than to understand it.
Since the development of  fluorescence microscopy the field of  bacterial cell biology 
flourished. For the pneumococcus specifically, many tools & techniques, from genetic tools to 
fluorescent proteins to CRISPR-i, are being developed and deployed in recent years. This leads 
to a better understanding of  the pneumococcal cell cycle, which in turn can lead to new targets 
for antibiotics and a better understanding of  mechanisms underlying antibiotic resistance in the 
pneumococcus.
The pneumococcal cell cycle
In eukaryotic cells, the mitotic cell cycle consists of  processes strictly separated in time by 
checkpoints: DNA replication, chromosome segregation, cytokinesis and cell growth. In bacteria, 
this is generally not the case: all these processes happen simultaneously.  The lack of  temporal 
separation between processes does not mean there is no order of  events or tight regulation in 
pneumococcal (or bacterial, for that matter) cell division. 
Cell wall growth in the pneumococcus can be divided in lateral and septal peptidoglycan 
synthesis, similar to B. subtilis (see for instance Pinho, Kjos, and Veening 2013). Both septal and 
lateral peptidoglycan synthesis happen at mid-cell. A central player in regulating these processes 
is FtsZ. This protein forms a ring of  rapidly turning (treadmilling) filaments at mid-cell (Perez 
et al., 2019). FtsZ recruits the proteins necessary for cell wall formation. 
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FtsZ is positioned at the future mid-cell of  daughter cells before the pneumococcal cell is dividing. 
How FtsZ positions here correctly is unknown. The pneumococcus lacks known systems for 
FtsZ positioning. A recently discovered protein called MapZ localizes at these quarter positions 
of  the cell before FtsZ and was proposed to be responsible for the correct positioning of  FtsZ 
(Fleurie et al., 2014).
The pneumococcal chromosome cycle
There are few proteins known to be involved in chromosome segregation. The SMC complex 
is important for the overall condensation of  the chromosome as well as for chromosome 
segregation. SMC is loading on the chromosome at the origin of  replication, facilitated by ParB 
(Minnen, Attaiech, Thon, Gruber & Veening, 2011). ParB localizes at parS sites close to the 
chromosomal origins of  replication. In other bacteria, ParB is a driving force of  chromosome 
segregation, as it binds to ParA, which is localized close to the cell poles (Badrinarayanan, Le & 
Laub, 2015). S. pneumoniae lacks ParA homologs. Neither SMC, nor ParB are essential, however, 
deletion of  either or both genes leads to 5-10% of  anucleate cells. 
In the past year, two new chromosome-related proteins were discovered in S. pneumoniae: RocS 
and CcrZ. RocS is a membrane-bound protein that interacts with ParB (Mercy et al., 2019). 
Similar to SMC and ParB, deletion of  rocS leads to a fraction of  anucleate cells. CcrZ is proposed 
to fi re DNA replication initiation at the septum (Gallay et al., 2019). Deletion mutants of  ccrZ 
have a large fraction of  anucleate cells and severely impaired cell growth.
Other proteins important in maintaining the compaction and segregation of  the chromosome 
are so-called NAPs (Nucleoid Associated Proteins, Badrinarayanan, Le, and Laub 2015; Zaritsky 
and Woldringh 2015). These small, DNA-binding proteins have roles in DNA folding and 
unfolding, interactions between chromosomal loci and DNA supercoiling. 
Anatomy of  the pneumococcal nucleoid
This thesis focuses on the central ‘organelle’ of  the pneumococcus: the nucleoid. To map 
chromosome segregation and the nucleoid’s shaping and dynamics during the cell cycle, we 
developed and benchmarked several tools. This went from bench (chapter 2, 4 and 5) to desktop 
(chapter 3). In the following paragraphs, I summarize the tools, benchmarks, and the major 
fi ndings of  each chapter.
Chapter 2: 
Red fl uorescent proteins for gene expression and protein 
localization studies 
The pneumococcus is a microearophylic organism with a low oxygen tolerance. Folding and 
maturation of  fl uorescent proteins often require suffi cient concentrations of  oxygen. In this 
chapter, we benchmarked four Red Fluorescent Proteins in the pneumococcus: two orange-red 
variants, mOrange2 and TagRFP, and two far-red, mKate2 and mCherry. 
To identify which of  the RFPs is the brightest and most rapidly maturing in vivo, the four RFP 
genes were placed under control of  inducible promoters PZn and PssbB. When tagRFP, mKate2 and 
mCherry were expressed, the fl uorescent signal was well detectable using microscopy and plate 
reader assays. Expressing mOrange2 yielded no fl uorescent signal in the pneumococcus. 
To assess the suitability of  the fl uorescent proteins as protein fusions, mCherry, mKate2 and 
TagRFP were fused C-terminally to HU (HlpA) and FtsZ. As the pneumococcus can take up 
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linear fragments of  DNA by natural transformation, we tested out whether we could make the 
fusions of  FtsZ to the RFPs using linear Gibson Assembly products. In this way, multiple PCR 
products could be assembled in one step and the product was successfully transformed into S. 
pneumoniae. 
While it was possible to make a functional fusion of  mCherry to HU, this was not possible for 
TagRFP or mKate2. Western Blots showed that a  of  the HU-mCherry proteins were degraded, 
probably leaving a fraction of  untagged and fully functional HU. To be able to compare the three 
RFPs, the fusions were placed into the genome as an extra copy on the original locus. Where the 
HU-mCherry signal was fuzzy and not very high, both HU-mKate2 and HU-tagRFP resulted 
in bright, clear localizations. RFP fusions to FtsZ lead to similar results. We conclude that for 
measuring gene expression, mCherry is the most suitable RFP with the fastest folding time and 
the highest fluorescent signal. With a good signal, no protein degradation and a spectrum easily 
combined with GFPs, mKate2 is the most suitable for protein fusions in the pneumococcus.
Chapter 3:
BactMAP: an R package for integrating, analyzing and 
visualizing bacterial microscopy data
With the emergence of  single-cell fluorescence microscopy, high-throughput microscopy 
analysis has rapidly become a critical tool in the field of  bacterial cell biology. While most of  
the current popular cell segmentation programs include tools for exploring and visualizing the 
data, there are limitations to analyzing the data within the detection program. Often, multiple 
datasets describing different conditions or replicates need to be combined before analyzing them 
altogether. It can also be useful to combine outputs from different programs.
For these purposes we created BactMAP (Bacterial toolbox for Microscopy Analysis and 
Plotting), an R package that can be used to convert segmentation and fluorescence detection 
data to a standard format, allowing a user to view and combine datasets from different programs 
and different experimental conditions. BactMAP contains a number of  plotting functions, 
making it easy to explore the data in different ways. Lastly, the vast number of  statistical tools 
already available in R combined with BactMAP’s import functions are a good starting point for 
custom analysis.
We used BactMAP to analyze the localization of  the origin of  replication of  three Gram-positive 
bacteria: Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae and Staphylococcus aureus. First, we tested the efficacy 
of  five popular segmentation programs on phase-contrast images of  these three bacteria (Cass, 
Stylianidou, Kuwada, Traxler & Wiggins, 2017; Ducret et al., 2016; Paintdakhi et al., 2016; Ursell 
et al., 2017; Vischer et al., 2015). Using BactMAP, we found that the measured cell numbers and 
sizes of  the same microscopy image differed greatly depending on the segmentation software as 
well as the end user. Subsequently, we used BactMAP to plot the global localization of  the origin 
of  replication in the three different bacteria.
To demonstrate the power of  BactMAP as a starting point for custom analysis, we analyzed 
a time-lapse microscopy dataset of  pneumococcal cells carrying FtsZ-RFP and DnaX-GFP. 
Using cluster analysis of  our time-lapse data, we could show that in 38% of  the cells DnaX 
dissociates at the old septum and associates at the new septum slightly after a new FtsZ-ring is 




Chromosome segregation drives division site selection
In this chapter, we map the main known players of  the pneumococcal cell cycle in detail to gain 
insight in the interplay between DNA replication, chromosome segregation and cell division. As 
mentioned above, the pneumococcus lacks know systems for FtsZ positioning, but the protein 
MapZ was proposed to be responsible for this (Fleurie et al., 2014). We show that while MapZ 
is important for placing the FtsZ ring perpendicular to the length axis of  the cell (the division 
plane), deleting the mapZ gene has no effect on the distance of  FtsZ to mid-cell (the division 
site). 
Using a combination of  a fl uorescent repressor operator system (FROS) and a ParB/parS pair 
originating from a Gram-positive plasmid, we followed different chromosomal loci simultaneously. 
We also tracked fl uorescent protein fusions with different members of  the replication fork. The 
pneumococcal chromosome is oriented in an origin-terminus-origin fashion: the chromosome 
is replicated at the origin at mid-cell, after which the origins segregate towards the two future 
mid-cells (the ¼-positions of  the cell). While the two replication forks are mobile, they stay close 
to mid-cell.
The most striking about the chromosome orientation in the pneumococcus, is that the origin of  
replication moves to the ¼-positions of  the cell before an FtsZ ring is formed. When deleting 
mapZ, this pattern remained the same. However, when deleting the smc gene, the origin of  
replication placement at the new septa is delayed. Cells lacking smc are longer and irregularly 
shaped. Moreover, in thece cells FtsZ and MapZ localization is irregular, although FtsZ 
placement at the new septum is not delayed in the majority of  the cells.
We observe similar phenotypes when cutting the chromosome using an inducible CRISPR-
CAS as well as when adding sub-MIC concentrations of  antibiotics targeting DNA replication 
(HPUra) and chromosome integrity (ciprofl oxacin). The similar effects of  different ways of  
perturbing chromosome segregation and integrity shows that the irregular localization of  FtsZ 
and MapZ is linked to delayed chromosome segregation and origin placement rather than to 
SMC specifi cally. The mechanism linking origin placement to correct Z-ring and the force 
behind the robust and precise segregation of  the chromosome remain to be elucidated.
Chapter 5: 
Investigations into the condensation and segregation dynamics 
of  the pneumococcal nucleoid
There are two proteins involved in chromosome segregation and integrity that are essential 
for pneumococcal growth: FtsK and HU (HlpA). Besides being found as essential in synthetic 
lethal screens, FtsK has not been studied in S. pneumoniae. In E. coli FtsK acts as a motor to pull 
through the last bit of  replicated DNA while the septum is closing. FtsK localizes at the septum 
in E. coli (Jean, Rutherford & Löwe, 2019). HU, the only know nucleoid associated protein in the 
pneumococcus, is important for DNA supercoiling (Ferrándiz, Carreño, Ayora & de la Campa, 
2018).
We investigated the role of  pneumococcal HU in maintaining the chromosome shape 
and chromosome segregation. For this, we performed ChIP-seq, showing that HU binds 
chromosomal DNA uniformly with a slight preference for GC-rich DNA. To avoid repressor 
mutations caused by a deletion mutant of  an essential protein, we decided to degrade HU on 
the protein level using an inducible ClpX/SspB degradation system. Degrading HU led to 




We decided to use fluorescent protein fusions to HU as a chromosome label for microscopy. 
Using HU-mKate2 as a marker, we determined the global nucleoid shape and nucleoid to cell 
size (N/C) ratios in wild type cells, cells lacking the smc gene and cells treated with sub-MIC 
concentrations of  ciprofloxacin and HPUra. Interestingly, the N/C ratio, which is shown to be 
a robust, species-specific feature (Gray et al, 2019), is disrupted after ciprofloxacin treatment.
In many model bacteria, the nucleoid has a dynamic, helical shape (Berlatzky, Rouvinski & Ben-
Yehuda, 2008; Fisher et al., 2013a; Gorle et al., 2017). To gain detailed insight in the pneumococcal 
nucleoid shape as well as HU dynamics, we used the superresolution microscopy techniques 
SIM and PALM. Using PALM, we could image HU-mEos2 localization in 160 cells with a 
Nyquist resolution of  18 nm, allowing us to distinguish different nucleoid shapes throughout the 
cell. In 20% of  the cells, we observed a helical nucleoid shape, while in the remaining 80% of  
the cells the replicating nucleoid was seen as two blobs being pulled apart. Time-lapse 3D-SIM 
of  HU-GFP confirmed that the helical shape is a transient state. PALM and SIM images also 
showed a thin line of  HU-FP signal between the segregating chromosomes in the final stage 
of  segregation. Using SIM and time-lapse fluorescence microscopy of  a strain carrying HU-
mKate2 and FtsK-mNeon, we observed that this thin line of  HU-mKate2 colocalizes with 
FtsK-mNeon. 
This study shows that the pneumococcal nucleoid is a dynamic structure, similar to previously 
observed in other bacteria. HU is important for maintaining the chromosome structure. To 
study the cell in absence of  HU while being sure that there is absolutely no HU around, a 
combination of  induced HU degradation (protein level) and depletion (transcription level) could 
give a clearer view of  the function of  HU in the cell. The same strategy on FtsK might help gain 
insight in its role in the later stage of  chromosome segregation.
From bench to desktop
Together, the four studies described in this thesis present a detailed mapping of  the pneumococcal 
chromosome cycle, starting with an exploration and development of  tools for fluorescence 
microscopy and analysis. From bench to desktop, there are several recommendations for the 
future. 
Firstly, while the benchmarking of  GFPs and RFPs presents a great and useful starting point 
for fluorescence microscopy in the pneumococcus, these studies are currently being overtaken 
by the fast development of  novel fluorescent protein variants. Therefore, it is important that 
laboratories keep testing these new variants, not only on brightness, but also maturation time 
and possible degradation. 
It is similarly necessary to stay critical when looking at microscopy data. While automatic 
segmentation and fluorescence detection might seem free of  human bias, this is rarely the case 
since researchers still check their data and set the parameters. Finding more anchor points helping 
to determine the point in the cell cycle, such as membrane or septum markers, can improve the 
uniformity of  segmentation data from researcher to researcher. 
BactMAP employs visualization strategies that show as much raw data as possible, so the user 
has a feeling for the noisiness of  the data. Still, in some cases, I made the choice to show 
secondary, lower-noise data, as in for instance density-kymographs. This is easier on the eye 
and sometimes necessary to see patterns, but sometimes equally problematic because they are 
also easier to misinterpret. Plans for new version of  BactMAP include interactive, GUI-based 
plotting, and more options for taking single cell information into account.
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The last experimental chapter of  this thesis also discusses the use of  PALM and SIM in the 
pneumococcus. Both techniques are challenging and prone to artefacts. In both cases, it only 
works when the abundance of  fl uorescent proteins is high enough. While SIM microscopy 
demands very stable fl uorescent proteins, both GFP and mNeongreen fusions in the 
pneumococcus turn out to be very suitable. Because of  this, SIM has the potential to become a 
routine complementation to wide-fi eld fl uorescence microscopy.
From replication to segregation
The major biological conclusions range from the start to the end of  the chromosome cycle. 
Starting at the beginning, DNA replication in the pneumococcus is localized close to the septum. 
In several cases, two replication forks are visible, which speaks against the factory model of  
replication (Dingman, 1974). The origin of  replication travels to the new septum immediately 
after replication, ready for a new round of  replication. When chromosome organization is 
perturbed by antibiotics or deletion of  smc, not only the origin arrives late at the septum, but also 
the replication fork is not localized at the septum any more.
It is unclear what makes the origin of  replication robustly arrive at the new septum. Most likely, 
it is a combination of  known proteins involved in chromosome integrity and segregation (SMC/
ParB, HU, RocS), physical and chemical factors as molecular crowding that keep chromosome 
shape intact. The protein FtsK might be important for the rescue of  slowly segregating 
chromosomes in for instance smc mutants.
While the origin of  replication moves to the ¼ position of  the cell, MapZ is moving to the 
¼ position as well. The rest of  the chromosome follows gradually after being replicated. At 
this point, FtsZ moves to the ¼ positions of  the cell. Whether the cell closes before or after 
initiation of  a new round of  replication at the septum, is unknown. The future deciphering of  
the order of  events in the fi nal stage of  chromosome segregation will be an exciting addition to 




Brightness Property of  fluorescent proteins; the product of  the molecular 
extinction-coefficient and the quantum yield, as measured in vi-
tro. In practice, the brightness says something about the expected 
quality of  the fluorescent signal. 
Cell biology The field within biology that describes the growth, buildup and 
division of  cells.
CHiP-Seq ChIP-Seq stands for Chromatin ImmunoPrecipitation Sequencing. This 
technique is used to determine the locations on the chromosome 
where a specific protein binds.
ClpX/SspB degradation When a specific protein sequence is located at the terminus of  
a protein, SspB will bring the protein to ClpX to be degraded. 
In the pneumococcus, we used SspB from E.coli together with 
a specific degradation sequence to be able to degrade proteins 
when desired.
DNA- en RNA-sequencing Techniques that read DNA and RNA sequences.
DNA-supercoiling The winding and unwinding of  DNA.
DnaX Part of  the beta sliding clamp loading complex of  the replication fork.
Epigenetic Inheritable traits that are not encoded in the genome, for instance 
DNA-methylation.
Essential proteins Proteins of  which the genes can not be deleted without causing 
severe growth defects or cell dead. Can be condition-dependent.
Eukaryotes Organisms with a nucleus: fungi, plants and animals.
Factory-model As proposed by Dingman, 1974. A theory proposing that 
DNA-replication could be the driving force of  chromosome 
segregation, if  the replisomes would be anchored at mid-cell.
Fluorescence microscopy Optical microscopy where fluorescent objects are excited with a 
specific wavelength and the emission is observed through a lens 
and/or imaged using a camera. Used frequently to localize organ-
elles or specific proteins labelled with fluorescent markers.
FROS-system A combination of  a repressor protein with a fluorescent tag and 
an operator sequence that is inserted on a specific place of  the 
genome makes it possible to localize genomic locations using mi-
croscopy.
FtsK Filamenting temperature-sensitive mutant K. FtsK is a motor protein, 
translocating DNA through the closing septum in E. coli. 
FtsZ Filamenting temperature-sensitive mutant Z. FtsZ is a central player 
in cell division of  almost all bacteria, and recruits the proteins 
necessary for cell division.
Gibson Assembly A cloning method developed by Daniel Gibson, where different 
DNA-fragments with overlapping ends are assembled using one 
isothermic reaction.
Gram-positive Bacteria detectable with Gram-stain, having a single membrane 
and thick outer cell wall layer.
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HU (HlpA) HU stands for Heat Unstable protein, HlpA for Histon-like protein A. 
Both are names for the same small, DNA-binding protein that 
is a member of  the NAPs. In the pneumococcus it is the only 
known NAP.
MapZ Mid-cell anchored protein Z. The membrane-bound cell cycle protein 
is important for the orientation of  the septum perpendicular to 
the cell length axis of  the pneumococcus.
Micro-aerofi le   An organism that needs oxygen, but only tolerates low oxygen  
    levels. 
Mitosis Cell cycle of  eukaryotic cells during growth where one mother 
cell forms two identical daughter cells.
NAP Nucleoid Associated Protein. Small proteins having a role in the 
maintenance of  the structure of  the chromosome.
Nucleoid The bacterial version of  the nucleus. The bacterial chromosome, 
compacted and bound to numerous proteins forms one entity 
called the nucleoid.
OriC/origin of  replication oriC or the origin of  replication is the location on the chromo-
some where DNA replication is initiated.
PALM Photoactivated Localization Microscopy. This superresolution tech-
nique uses fl uorescent proteins that stochastically switch color. 
Because of  this, every protein can be imaged separately. The fi nal 
result – the PALM reconstruction – is a combination of  all local-
ized proteins.
ParB/parS Partitioning system B. Par-systems are important in bacteria for the 
segregation of  chromosomes and plasmids. In the pneumococ-
cus, ParB binds to parS-sites on the chromosome close to the 
origin of  replication. 
Peptidoglycan synthesis The build-up of  peptidoglycan, an important building block of  
the cell wall. Lateral synthesis makes up the elongation of  the 
cell, while septal synthesis closes the cell wall during cell division.
Plate reader A machine that measures optical density, light intensity and fl uo-
rescence.
Polysaccharide capsule The most outer layer of  the pneumococcus made of  polysaccha-
rides has a role in the invasion of  the immune system.
RFPs Red fl uorescent proteins. 
R-package A collection of  functions written in the language R.
Segmentation The automatic detection of  the dimensions of  bacterial cells 
based on microscopy images.
Serotype Classifi cation of  pneumococcal strains based on the composition 
of  the polysaccharide capsule.
SIM Structured Illumination Microscopy. For this superresolution micros-
copy technique, no special fl uorescent proteins are needed. 
Single-cell A term used to notify that an experimental method does read out 
individual cells instead of  populations.
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SMC-complex Structural Maintanance of  Chromosomes. These protein complexes 
are important for the structure of  chromosomes from humans 
to bacteria. 
Transformation The process where a bacterium takes up DNA from its environ-
ment and incorporates DNA into its genome.








De pneumokok (Streptococcus pneumoniae) komt voor in de neuskeelholte van meer dan 50% van 
de gezonde kinderen onder de vier jaar en 10% van de gezonde volwassenen (Regev-Yochay et 
al., Southern et al., 2018). Onder normale omstandigheden is de pneumokok een onschadelijke 
commensaal, maar het kan zich plotseling verplaatsen van de keelholte naar het binnenoor en 
de luchtwegen. Hierdoor kan het pneumonie, otitis media, meningitis en sepsis veroorzaken 
(Weiser, 2010).
Sinds de introductie van vaccinatieprogramma’s tegen de pneumokok is de globale mortaliteit 
van pneumokokinfecties gedaald met 7% (Troeger et al.,2018). De pneumokok kan echter snel 
veranderen van serotype – de compositie van de polysacharide capsule aan de buitenkant van 
de cel die vaak het doelwit is van het immuunsysteem en daarom ook vaccins. Die veranderingen 
in serotype, door genetische en epigenetische aanpassingen, kunnen mogelijk verklaren hoe 
de hoeveelheid mensen die de pneumokok bij zich draagt maar mondjesmaat is verlaagd na de 
introductie van vaccinatieprogramma’s.
De resistentie van pneumokokken tegen antibiotica stijgt (CDC Antibiotic Threats Report, 
CS298822-2). Om pneumokokinfecties beter te kunnen bestrijden, is het nodig om te leren 
hoe de pneumokok resistent wordt tegen antibiotica. Tegelijkertijd is het belangrijk om beter te 
begrijpen hoe de pneumokok het immuunsysteem kan omzeilen en om alternatieven voor de 
huidige beschikbare antibiotica te ontwikkelen.
De celbiologie van de pneumokok
Al in het begin van de vorige eeuw wist men dat de pneumokok longontstekingen kon veroor-
zaken. Er is een rijke historie aan infectieonderzoek geweid aan de pneumokok. Ook heeft de 
pneumokok een van de best onderzochte systemen voor DNA-opname en incorporatie in het 
eigen genoom, een proces dat transformatie wordt genoemd en al werd aangetoond in 1944 
(Avery, MacLeod en McCarthy, 1944). De celbiologie van bacteriën is echter voor lange tijd 
voornamelijk geweid aan modelorganismen zoals E. coli, B. subtilis en C. crescentus. De celbiologie 
van de pneumokok is deels zo lang van de radar gebleven door een gebrek aan geschikte onder-
zoekstechnieken voor bacteriële celbiologie, maar ook doordat de focus van onderzoek naar 
pneumokokken voor lange tijd heeft gelegen op het bestrijden van de bacterie in plaats van op 
het begrijpen ervan.
De laatste decennia is daar verandering in gekomen: het onderzoeksveld van bacteriële celbiol-
ogie is aan een ware opmars bezig. Met de komst van nieuwe technieken voor genetische ma-
nipulatie, DNA- en RNA-sequencing en fluorescentiemicroscopie is er veel meer mogelijk. 
Hierdoor kunnen we de celcyclus van de pneumokok steeds beter begrijpen, dat weer kan leiden 
tot nieuwe aanknopingspunten voor de ontwikkeling van antibiotica en beter begrip van de 
mechanismen achter antibioticaresistentie.
De celcyclus van de pneumokok
In eukaryoten is de mitose opgedeeld in strikt gescheiden onderdelen: DNA-replicatie, chro-
mosoomsegregatie, cytokinese en celgroei. Deze celdelingsfases gebeuren na elkaar en zog-
enoemde checkpoint-eiwitten controleren een goed verloop voor de volgende fase ingaat. In 
bacteriën is dit niet het geval: al deze processen gebeuren gelijktijdig. Desondanks is het geen 
ongeordende chaos in de bacterie. Er is wel degelijk een volgorde waarop de celdeling plaats-




De groei van de celwand van de pneumokok kan worden onderverdeeld in laterale en sep-
tale peptidoglycaansynthese, net als in Bacillus subtilis (zie bijvoorbeeld Pinho, Kjos en Veen-
ing, 2013). Zowel septale als laterale peptidoglycaansynthese gebeurt over het midden van de 
lengteas van de cel (het mid-cel punt). Een belangrijke speler in de regulatie van dit proces is het 
eiwit FtsZ. FtsZ vormt een ring van snel roterende fi lamenten op het mid-cel punt (Perez et al., 
2019). FtsZ trekt de eiwitten aan die nodig zijn voor het vormen van de celwand.
Als de celwand bijna is gesloten, verplaatst FtsZ zich naar de toekomstige mid-celpunten van 
de twee dochtercellen: de kwartposities van de cel. Hoe FtsZ dit punt kan vinden is onbekend. 
De pneumokok heeft geen van de systemen voor FtsZ-positionering die bekend zijn in andere 
bacteriën. Het eiwit MapZ positioneert zich nog eerder op de kwartposities dan FtsZ en wordt 
dan ook als kandidaat-verantwoordelijke genoemd voor het positioneren van FtsZ (Fleurie et al., 
2014).
Tegelijkertijd met de opbouw van de celwand vindt DNA-replicatie en chromosoomsegregatie 
plaats. De pneumokok heeft één cirkelvormig chromosoom van iets meer dan twee miljoen 
baseparen. Het chromosoom is te zien in de microscoop als een compact gevouwen geheel: de 
nucleoïde. Het SMC-complex is belangrijk voor het compact houden van het chromosoom 
en voor chromosoomsegregatie. SMC is een ringvormig eiwitcomplex dat zich om het chro-
mosoom van de pneumokok laadt, geholpen door ParB (Minnen, Attaiech, Thon, Gruber en 
Veening, 2011). ParB is een eiwit dat bindt aan parS-sites die zich bevinden dichtbij ori, de plek in 
het genoom waar DNA-replicatie start. In andere bacterien werkt ParB samen met ParA, waar 
ParB de chromosomen aan de ori uit elkaar trekt in de richting van ParA, dat zich in de uiteindes 
van de bacterie bevindt. In de pneumokok is dit niet het geval: ParB is alleen. Noch SMC, noch 
ParB zijn essentiële eiwitten. Het verwijderen van de genen parB of  SMC resulteert in een klein 
groeidefect en 5 tot 10% cellen zonder DNA.
In het afgelopen jaar zijn twee nieuwe eiwitten ontdekt die een rol spelen in de chromosoom-
cyclus van de pneumokok: RocS en CcrZ. RocS is een membraangebonden eiwit dat interacties 
aangaat met ParB (Mercy et al., 2019). Net als SMC en ParB leidt de verwijdering van het rocS-gen 
tot een fractie cellen zonder DNA. CcrZ lijkt een rol te hebben in de initiatie van DNA-replicatie 
(Gallay et al., 2019). Ook het verwijderen van ccrZ zorgt voor een fractie cellen zonder DNA, 
maar daarnaast heeft het ook een grote impact op de verdubbelingstijd van de pneumokok.
Andere eiwitten die belangrijk zijn voor de vorm, condensatie en segregatie van het chromo-
soom zijn de zogenoemde NAPs (nucleoïde-geassocieerde-proteïnen, zie bijvoorbeeld Badrina-
rayanan, Le en Laub, 2015, Zaritsky en Woldhringh, 2015). Deze kleine, DNA-bindende eiwitten 
spelen een rol in het vouwen en ontvouwen van DNA, DNA-DNA-interacties en DNA-super-
coiling.
De anatomie van de nucleoïde van de pneumokok
In dit proefschrift ligt de focus op het centrale ‘organel’ van de pneumokok: de nucleoïde. Om 
de segregatie van het chromosoom en de dynamiek en vorm van de nucleoïde in kaart te bren-
gen ontwikkelden en testten we verschillende methodologieën, van het laboratorium (hoofd-
stuk 2, 4, en 5) tot de computer (hoofdstuk 3). In de volgende paragrafen zal ik deze methodes 




Rood-fluorescente eiwitten voor genexpressie- en eiwitlokali-
satiestudies
De pneumokok is een micro-aerofiel organisme met een lage tolerantie voor zuurstof. De 
processen van vouwing en maturatie van fluorescente eiwitten hebben vaak sufficiënte zuurstof-
concentraties nodig. In dit hoofdstuk brengen we daarom de werking van vier rood-fluorescente 
eiwitten (RFPs) in de pneumokok in kaart: twee varianten in het oranje-rode spectrum, mOr-
ange2 en TagRFP, en twee diep-rode varianten, mKate2 en mCherry.
Om erachter te komen welke van deze vier RFPs de helderste is en welke in vivo de snelste matu-
ratietijd heeft, werden de vier genen die de RFPs beschrijven onder invloed van de induceerbare 
promoters PZn en PssbB geplaatst. Wanneer tagRFP, mKate2 en mCherry tot expressie werden geb-
racht resulteerde dat in fluorescentie detecteerbaar met zowel de microscoop als met een plate 
reader. mOrange2 werd wel tot expressie gebracht, maar resulteerde niet in een detecteerbaar 
fluorescent signaal. 
Om de geschiktheid van de fluorescente eiwitten voor eiwitfusies te testen werden mCherry, 
mKate2 en TagRFP C-terminaal gelinkt aan de eiwitten HU (HlpA) en FtsZ. Omdat de van 
nature pneumokok lineaire DNA-fragmenten kan opnemen via transformatie, testten we of  we 
de FtsZ-RFP-fusies konden maken met behulp van Gibson Assembly. Zo konden we meer-
dere PCR-producten aan elkaar voegen in één stap. Het product werd daarna succesvol in de 
pneumokok gebracht door middel van transformatie.
Hoewel het mogelijk bleek om functionele fusies te maken van mCherry met HU, bleek dit niet 
te kunnen met TagRFP of  mKate2. Western Blots lieten zien dat een deel van de HU-mCher-
ry-eiwitten gedegradeerd waren. Daardoor was er waarschijnlijk een fractie van de HU-eiwitten 
in de cel ongelinkt en daarmee volledig functioneel, in tegenstelling tot de gelinkte eiwitten. 
Om toch de drie RFPs als fusie te kunnen vergelijken werden ze als extra kopie in het genoom 
ingebracht. Terwijl het HU-mCherry-signaal niet erg sterk was, resulteerden zowel HU-mKate2 
als HU-tagRFP in heldere, duidelijke lokalisaties. RFP-fusies met FtsZ leidden tot vergelijkbare 
resultaten. 
Wij concluderen dat mCherry het meest geschikte rood-fluorescente eiwit voor genexpressie-
studies is, met de snelste eiwitvouwing en het hoogste fluorescente signaal. Voor eiwitlokali-
satiestudies is mKate2 het meest geschikt, met een helder signaal, geen eiwitdegradatie en een 
spectrum dat goed te combineren is met groen-fluorescente eiwitten.
Hoofdstuk 3:
BactMAP: een R-package voor het integreren, analyseren en 
visualiseren van microscopie van bacteriën
Sinds de ontwikkeling van single-cell-fluorescentiemicroscopie een vlucht heeft genomen, is 
high-throughput microscopieanalyse een belangrijk gereedschap binnen de bacteriële celbiologie 
geworden. De meeste populaire computerprogramma’s gemaakt voor het segmenteren van 
cellen hebben ook functies voor het onderzoeken en visualiseren van data. Toch kan het soms 
beter zijn om datasets te analyseren in een ander programma dan het segmentatieprogramma. 
Vaak moeten meerdere datasets die verschillende condities of  replicaties beschrijven gecombi-
neerd worden voordat de analyse gestart kan worden. Het kan ook zinvol zijn om de outputs van 
verschillende segmentatie- en detectieprogramma’s te combineren.
Daarom presenteren wij BactMAP (Bacteriële toolbox voor Microscopieanalyse en Plots), een 
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R-package dat gebruikt kan worden om segmentatie- en fl uorescentiedetectiedata naar een 
standaard format te converteren. Hierdoor kan een gebruiker datasets van verschillende pro-
gramma’s en experimentele condities vergelijken en bekijken. BactMAP bestaat onder andere uit 
een set plot-functies, wat het gemakkelijk maakt om de data op verscheidene manieren te beki-
jken. Uiteindelijk is BactMAP, vooral wanneer gecombineerd met de grote set aan statistische 
tools beschikbaar in R, een goede basis voor het ontwikkelen van eigen analyse op maat.
Als eerste testten we de effectiviteit van vijf  populaire segmentatieprogramma’s voor de anal-
yse van fasecontrastmicroscopie van drie Gram-positieve bacteriën, namelijk in Bacillus subtilis, 
Streptococcus pneumoniae en Staphylococcus aureus (Cass, Stylianidou, Kuwada, Traxler en Wiggins, 
2017; Ducret et al., 2016, Paintdakhi et al., 2016, Ursell et al., 2017; Vischer et al, 2015). Met behulp 
van BactMAP vergeleken we de output. De hoeveelheid gedetecteerde cellen en de gemeten cel-
grootte bleek erg te verschillen afhankelijk van welk segmentatieprogramma werd gebruikt, maar 
ook afhankelijk van de gebruiker zelf. Hierna gebruikten we BactMAP om de globale lokalisatie 
van ori in de drie verschillende bacteriën te plotten.
Om te laten zien hoe BactMAP een basis kan zijn voor de ontwikkeling van meer gecompli-
ceerde analyses, onderzochten we een dataset van een time-lapse-fl uorescentiemicroscopisch ex-
periment. Hier werden groeiende pneumokokken die FtsZ-RFP en DnaX-GFP in zich droegen 
elke twintig seconden vastgelegd. Deze time-lapse fi lm werd geanalyseerd met segmentatie- en 
fl uorescentiedetectiesoftware en met door middel van BactMAP geïmporteerd in R. Door clus-
teranalyse toe te passen op onze data konden we laten zien dat DnaX dissocieert van het oude 
septum en associeert bij het nieuwe septum na de formatie van een nieuwe FtsZ-ring in 38% 
van de cellen. In de rest van de cellen was het niet mogelijk om associatie en dissociatie waar te 
nemen.
Hoofdstuk 4:
Chromosoomsegregatie is de kracht achter de positionering 
van het septum
In dit hoofdstuk brengen we de belangrijkste factoren van de celcyclus van de pneumokok in 
kaart, zodat we een gedetailleerd beeld kunnen krijgen van de relatie tussen DNA-replicatie, 
chromosoomsegregatie en celdeling. Zoals hiervoor genoemd heeft de pneumokok geen bek-
ende systemen die ervoor zorgen dat de FtsZ-ring zich op de kwartposities van de cel kan 
plaatsen, maar was MapZ genoemd als een kandidaat voor deze rol (Fleurie et al., 2014). Wij laten 
zien dat MapZ belangrijk is voor de hoek die de FtsZ-ring maakt ten opzichte van de lengteas 
van de cel. Het verwijderen van het mapZ gen had echter geen effect op de afstand van FtsZ tot 
mid-cel punt.
Met behulp van een FROS-systeem (Fluorescent Repressor-Operator System) en een ParB/
parS-paar uit een Gram-positieve plasmide konden we verschillende locaties op het chromo-
soom tegelijkertijd volgen. We volgden ook fl uorescente-eiwitfusies met verschillende eiwitten 
van de replicatievork en brachten zo de chromosoomcyclus van de pneumokok in kaart. Het 
chromosoom heeft een ori-terminus-ori-oriëntatie: het chromosoom wordt gerepliceerd vanaf  ori 
op het mid-cel punt. Daarna segregeren beide ori’s naar de kwartposities van de cel. De twee 
replicatievorken zijn beweeglijk, maar blijven dicht bij het mid-cel punt gedurende de celcyclus.
Wat het meest verrassend is aan de chromosoomcyclus van de pneumokok, is dat ori al naar de 
kwartposities van de cel beweegt voordat daar een nieuwe FtsZ ring wordt gevormd. Als het 
mapZ-gen ontbreekt is dat patroon hetzelfde, maar als het smc-gen wordt verwijderd is de bewe-
ging van ori naar de kwartposities vertraagd. Cellen zonder smc zijn langer en onregelmatig van 
vorm. Daarbovenop komt dat FtsZ en MapZ onregelmatiger lokaliseren. FtsZ blijft wel in het 
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grootste deel van de cellen op het goede moment op de kwartposities aankomen.
Door het chromosoom door te knippen met een induceerbaar CRISPR-CAS-systeem konden 
we dezelfde fenotypes waarnemen als wanneer smc verwijderd was. Ook het toevoegen van lage 
doseringen antibiotica die DNA-replicatie vertragen (HPUra) of  de chromosoomintegriteit 
aantasten (ciprofloxacine) leidde tot dezelfde vertraagde positionering van ori en onregelmatige 
lokalisatie van MapZ en FtsZ. Dit laat zien dat niet SMC, maar dat de chromosoomintegriteit 
en positionering van ori belangrijk zijn voor het correct plaatsen van het septum. Het mecha-
nisme voor de correcte plaatsing en voor de robuuste segregatie van het chromosoom moet nog 
worden achterhaald.
Hoofdstuk 5:
Een blik op de condensatie- en segregatiedynamiek van de nu-
cleoïde van de pneumokok
Twee eiwitten die een rol spelen in de vorm en segregatie van het chromosoom zijn essentieel 
voor de groei van de pneumokok: FtsK en HU (HlpA). Over de rol van FtsK in de pneumokok 
is weinig bekend. In Escherichia coli is FtsK een motor-eiwit dat ervoor zorgt dat het laatste beetje 
gerepliceerde DNA gesegregeerd wordt terwijl het septum van de cel sluit. FtsK bevindt zich op 
het septum in E. coli (Jean, Rutherford en Löwe, 2019). HU is het enige nucleoïde-geassocieerde 
eiwit (NAP) in de pneumokok en het is belangrijk voor DNA supercoiling (Ferrándiz, Carreño, 
Ayora en de la Campa, 2018).
Wij onderzochten de rol van HU in het onderhoud van de vorm van het chromosoom en chro-
mosoomsegregatie. We gebruikten CHiP-Seq om aan te tonen dat HU uniform bindt aan 
chromosomaal DNA, met een kleine voorkeur voor GC-rijk DNA. Om de rol van HU te kun-
nen onderzoeken maar tegelijkertijd repressormutaties te kunnen voorkomen, besloten we het 
HU-eiwit te degraderen met behulp van een induceerbaar ClpX/SspB degradatiesysteem in 
plaats van het hu-gen te verwijderen. De degradatie van HU leidde tot onregelmatig gevormde 
cellen en een klein percentage cellen zonder DNA, maar de gemiddelde groeisnelheid van de 
cellen was nauwelijks verstoord.
Omdat HU al het chromosomale DNA bindt, besloten we fluorescente-eiwitfusies met HU te 
gebruiken als een marker voor het chromosoom. Met gebruik van HU-mKate2 konden we de 
globale vorm van de nucleoïde en de verhouding van de grootte van de nucleoïde tot de cell (de 
N/C-ratio) in gezonde cellen, cellen zonder het smc-gen en cellen behandeld met lage concen-
traties ciprofloxacine en HPUra meten. Hoewel vorig jaar werd aangetoond dat de N/C-ratio 
een robuuste, soortspecifieke constante is (Gray et al., 2019), is de N/C-ratio in de pneumokok 
verstoord na behandeling met ciprofloxacine.
In veel bacteriën is de nucleoïde een beweeglijke helix (Berlatzky, Rouvinski en Ben-Yehuda, 
2008; Fischer et al., 2013; Gorle et al., 2017). Om inzicht te krijgen in de vorm van de nucleoïde 
van de pneumokok en in de dynamiek van HU, gebruikten we de superresolutiemicroscopi-
etechnieken PALM en SIM. Met behulp van PALM konden we de lokalisatie van HU-mEos2 in 
160 cellen weergeven met een resolutie van 18 nm. Daardoor konden we zien dat de nucleoïde 
in 20% van de cellen een helix vormde, terwijl dat in 80% van de nucleoïdes niet het geval was. 
Time-lapse registraties van HU-GFP met behulp van 3D-SIM bevestigden de helixvorm en liet 
zien dat dit een kortstondige staat is. PALM- en SIM-reconstructies lieten ook zien dat er zich 
een dunne lijn van HU-GFP of  HU-mEos2-signaal bevindt tussen de segregerende chromo-
somen juist voor het einde van de celdelingscyclus. Met behulp van SIM en time-lapse-fluores-
centiemicroscopie van pneumokokken die FtsK-mNeon en HU-mKate2 tot expressie brachten, 
observeerden we dat deze dunne lijn colokaliseert met FtsK-mNeon.
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Deze studie laat zien dat de nucleoïde van de pneumokok een dynamische structuur is, gelijkend 
met voorgaande observaties in ander bacteriën. HU is belangrijk om die structuur te behouden. 
Om te rol van HU beter te kunnen bestuderen, zal een combinatiestrategie van zowel degradatie 
en depletie kunnen helpen. Op deze manier kunnen we de concentratie van HU in de cel nog 
verder naar beneden brengen in korte tijd. Een soortgelijke strategie met FtsK kan helpen om 
inzicht te verkrijgen in de rol van FtsK in het late stadium van de chromosoomcyclus.
Van het lab tot de computer
Samen beschrijven de vier experimentele hoofdstukken in dit proefschrift een gedetailleerde 
inkaartbrenging van de chromosoomcyclus van de pneumokok, beginnend met een verkenning 
en de ontwikkeling van tools voor microscopie en analyse. Van laboratorium tot de computer 
zijn er verschillende aanbevelingen voor de toekomst.
Allereerst, hoewel het benchmarken van GFP’s en RFP’s een goed startpunt is voor fl uorescen-
tiemicroscopie in de pneumokok, worden deze studies ingehaald door de snelle ontwikkeling 
van nieuwe fl uorescente eiwitten. Daarom is het belangrijk dat laboratoria deze nieuwe varianten 
blijven vergelijken, niet alleen kijkend naar de brightness van de eiwitten, maar ook maturatie, 
toxiciteit en mogelijke eiwitdegradatie.
Het is net zo belangrijk om kritisch te blijven wanneer men naar microscopiedata kijkt. Hoewel 
automatische segmentatie en fl uorescentiedetectie vrij van menselijke fouten lijkt te zijn is dit 
zelden het geval; onderzoekers kijken naar hun data en bepalen vaak de parameters. Daarom is 
het belangrijk om meer ijkpunten te vinden die helpen om het punt in de celcyclus te bepalen, 
bijvoorbeeld septum of  membraanmarkers. Dit kan de uniformiteit van segmentatiedata van 
onderzoeker tot onderzoeker ten goede komen.
BactMAP gebruikt visualisatiestrategieën die zo veel mogelijk onbewerkte data laten zien om 
de gebruiker te helpen de variabiliteit van de data te begrijpen. Toch is het in sommige geval-
len beter om secundaire, schonere data te laten zien. Dit maakt het mogelijk om patronen te 
onderscheiden, maar kan ook problematisch zijn omdat het gemakkelijker is om een visualisatie 
verkeerd te interpreteren. In een nieuwe versie van BactMAP gaan we interactieve plotfuncties 
en functies waar individuele cellen meer in beeld komen toevoegen.
In hoofdstuk 5 komt het gebruik van SIM en PALM in de pneumokok ook aan bod. Beide 
technieken zijn lastig uit te voeren en werken alleen als er genoeg fl uorescente eiwitten zijn met 
een sterk signaal. Beide microscopietechnieken hebben ondanks deze gebreken de potentie om 
een goede toevoeging aan reguliere fl uorescentiemicroscopie te zijn in ons laboratorium. Vooral 
SIM, waarvoor GFP-fusies in de pneumokok zeer geschikt blijken, is relatief  gemakkelijk te 
implementeren.
Van replicatie naar segregatie
De belangrijkste biologische conclusies van dit proefschrift gaan van de start tot het einde van 
de chromosoomcyclus. Om bij het begin te beginnen, DNA-replicatie vindt in de pneumokok 
plaats dichtbij het septum. In veel gevallen kunnen we twee replicatievorken waarnemen, wat 
in tegenspraak is met het factory-model voor replicatie (Dingman, 1974). De ori beweegt zich 
direct nadat het is gerepliceerd naar het nieuwe septum, klaar voor een nieuwe replicatieronde. 
Wanneer de organisatie van het chromosoom wordt gestoord door antibiotica, het doorknippen 
van het chromosoom of  de verwijdering van smc, arriveert ori later bij het nieuwe septum. Daar-
bovenop is de replicatievork dan niet meer gelokaliseerd bij het septum.
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Het is onduidelijk wat ervoor zorgt dat ori zelfs bij sterke verstoring uiteindelijk toch arriveert op 
het nieuwe septum. De meest waarschijnlijke verklaring is dat een combinatie van eiwitten die 
we al kennen die belangrijk zijn voor chromosoomsegregatie (SMC, ParB, HU, RocS) samen met 
natuurkundige en chemische factoren, zoals molecular crowding, ervoor zorgen dat de vorm van 
de nucleoïde intact blijft. Daarnaast zou FtsK belangrijk kunnen zijn voor het redden van de te 
langzaam segregerende chromosomen in bijvoorbeeld cellen zonder het smc-gen.
Terwijl ori naar de kwartposities van de cel beweegt, beweegt MapZ naar dezelfde positie. De rest 
van het chromosoom volgt stap voor stap na te zijn gerepliceerd. Op dit punt beweegt FtsZ naar 
de kwarposities van de cel. Of  de cel zich al sluit voordat een nieuwe replicatieronde start of  dat 
dat in omgekeerde volgorde gebeurd, is nog niet bekend. Het verder ontcijferen van de volgorde 
van gebeurtenissen in het laatste stadium van de chromosoomcyclus zal een spannende nieuwe 




Baseparen De bouwstenen van DNA bevinden zich altijd in een paar: Ade-
nine-Thymine (AT) en Guanine-Cytosine (GC). Afhankelijk van 
de oriëntatie van het paar zijn ze af  te lezen als A (AT), T (TA), 
C (CG) en G (GC). Samen vormen ze de genetische code.
Brightness Eigenschap van een fl uorescent eiwit: het product van de molec-
ulaire extinctie-coëffi ciënt en de quantum yield, zoals gemeten in 
vitro. In de praktijk wordt de brightness gebruikt als een maatstaf  
voor de kwaliteit van het te verwachten fl uorescente signaal.
Celbiologie Het veld binnen de biologie dat gaat over de samenstelling, groei 
en deling van de cel.
CHiP-Seq De afkorting ChIP-Seq staat voor Chromatin ImmunoPrecipitation 
Sequencing. ChIP-Seq wordt gebruikt om de locaties op het chro-
mosoom te achterhalen waar specifi eke eiwitten binden.
ClpX/SspB degradatie Wanneer er een specifi ek uiteinde aan een eiwit zit brengt SspB dit 
eiwit naar ClpX, dat het eiwit in stukken knipt. In de pneumokok 
hebben we dit specifi eke uiteinde en SspB van E. coli gebruikt om 
zo kunstmatig eiwitten te kunnen laten degraderen.
DNA- en RNA-sequencing Verzamelterm voor de technieken waarbij de DNA- of  RNA-
code wordt uitgelezen.
DNA-supercoiling Het in- en uit elkaar draaien van DNA-strengen, belangrijk voor 
DNA-compactie, -replicatie en genexpressie.
DnaX DnaX is onderdeel van de replicatievork van de pneumokok, de 
eiwitten die ervoor zorgen dat het DNA gerepliceerd wordt. Het 
is deel van de beta sliding clamp loading complex.
Epigenetisch Overerfbare eigenschappen die niet in de DNA-code zijn vastge-
legd, zoals DNA-methylatie.
Essentiële eiwitten Eiwitten waarvan het gen niet verwijderd kan worden uit een bac-
terie zonder dat het leidt tot extreme groeidefi ciëntie of  celdood.
Eukaryoten Organismen met een celkern, waaronder planten, dieren en 
schimmels.
Factory-model Geponeerd door Dingman, 1974. Als DNA-replicatie zich 
geankerd in het midden van de cel plaatsvindt, kan de beweging 
van het DNA door de replicatievorken een kracht zijn die de 
chromosomen uit elkaar beweegt.
Fluorescentiemicroscopie Optische microscopie waar fl uorescente objecten worden geëx-
citeerd met een specifi eke golfl engte en de emissie wordt bekeken 
door een lens en/of  vastgelegd met een camera. Wordt in de 
celbiologie veel gebruikt om organellen of  specifi eke eiwitten ge-
labeld met fl uorescente markers te lokaliseren.
FROS-systeem Een combinatie van een repressoreiwit met een fl uorescente tag 
en een operator-sequence die op een specifi eke plaats in het ge-
noom wordt geplaatst zorgt ervoor dat deze plaats onder de mi-
croscoop zichtbaar wordt.
FtsK FtsK staat voor Filamentous Temperature-Sensitive protein K. FtsK is 
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een motor-eiwit dat DNA door het sluitende septum transport-
eert in E. coli.
FtsZ De afkorting van FtsZ staat voor Filamenting temperature-sensitive 
mutant Z. FtsZ is een centrale speler in de celdeling van bijna alle 
bacteriën en rekruteert de eiwitten die nodig zijn voor de celdel-
ing.
Gibson Assembly Ontwikkeld door Daniel Gibson, een kloneermethode waarbij 
verschillende DNA-fragmenten met aan de uiteindes overlap-
pende DNA-codes door middel van één isothermische reactie 
aan elkaar gevoegd kunnen worden.
Gram-positief  Bacteriën met een enkele membraan en een dikke celwand aan de 
buitenkant.
HU (HlpA) De afkorting HU staat voor Heat Unstable protein, de afkorting 
HlpA voor Histon-like protein A. Beide afkortingen beschrijven 
hetzelfde eiwit: een klein DNA-bindend eiwit behorende tot 
de NAPs, waarvan in veel bacteriën een versie voorkomt. In de 
pneumokok is het de enige bekende NAP.
MapZ De afkorting van MapZ staat voor Mid-cell anchored protein Z. 
Het membraangebonden celdelingseiwit is belangrijk voor de 
oriëntatie van het septum ten opzichte van de lengteas van de 
pneumokok.
Micro-aerofiel Een organisme dat zuurstof  nodig heeft om te overleven, maar 
een omgeving nodig heeft waar de concentraties zuurstof  lager 
zijn dan in de atmosfeer.
Mitose Celdeling van eukaryoten gedurende de groei, waarbij twee geli-
jke dochtercellen ontstaan.
NAPs De afkorting NAP staat voor Nucleoid Associated Protein. Dit zijn 
in het algemeen kleine eiwitten die een algemene functie hebben 
in het onderhoud van de structuur van het chromosoom.
Nucleoïde De bacteriële tegenhanger van de nucleus. Het bacteriële chro-
mosoom en alle gebonden eiwitten vormen samen één geheel: de 
nucleoïde.
Ori ori is de locatie op het chromosoom waar DNA-replicatie start.
PALM PALM staat voor Photoactivated Localization Microscopy. Deze vorm 
van superresolutiemicroscopie werkt met behulp van fluorescen-
te eiwitten die stochastisch van kleur verschieten. Daardoor kan 
elk eiwit los van elkaar gefotografeerd worden. Het uiteindelijke 
resultaat – de PALM-reconstructie – is een samenvoeging van alle 
gelokaliseerde eiwitten.
ParB/parS De afkorting van ParB staat voor Partitioning system B. Par-syste-
men zijn belangrijk in bacteriën voor het segregeren van chromo-
somen en plasmides. In de pneumokok bindt ParB aan parS-sites 




Peptidoglycaansynthese De opbouw van peptidoglycaan, een belangrijke bouwsteen van 
de bacteriële celwand. Laterale synthese zorgt voor de verlenging 
(groei) van de cel, terwijl septale synthese de celwand sluit bij 
celdeling.
Plate reader Een machine die zowel optische dichtheid, lichtintensiteit als fl u-
orescentie kan meten.
Polysaccharide capsule De buitenste laag van de pneumokok gemaakt van 
suikerverbindingen, heeft een rol in het vermijden van het im-
muunsysteem.
RFPs Rood-fl uorescerende eiwitten. 
R-package Een verzameling functies die geschreven zijn in de taal R.
Segmentatie Het automatisch onderscheiden en vastleggen van de dimensies 
van bacteriecellen op basis van microscopische foto’s.
Serotype Classifi catie van pneumokokstammen gebaseerd op de composi-
tie van de polysaccharide capsule.
SIM SIM staat voor Structured Illumination Microscopy. Voor deze vorm 
van superresolutiemicroscopie zijn geen speciale fl uorescente ei-
witten nodig.
Single-cell Een term die in de celbiologie wordt gebruikt om aan te geven 
dat een meetmethode niet een algemene beschrijving van een 
populatie is, maar elke cel afzonderlijk meet.
SMC-complex De afkorting SMC staat voor Structural Maintanance of  Chromo-
somes. Deze eiwitcomplexen zijn van humane cellen tot bacteriën 
belangrijk voor het bij elkaar houden van chromosomen. 
Transformatie Het proces waarbij een bacterie DNA opneemt en incorpereert 
in het genoom.
Western Blots Een biochemische methode waarbij specifi eke eiwitten door 
middel van antilichamen gedetecteerd kunnen worden.
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Anatomy of  the pneumococcal nucleoid
Popular introduction, summary and discussion
Introduction
The shape-shifting bug
Bacteria have been amongst us for as long as we exist. They were there before us and they will 
most probably outlive us. Still, their existence has been somewhat of  a mysterious, philosophical 
nature for centuries, until researchers started to learn how to grow and study bacteria in the end 
of  the nineteenth century. Many of  the things we take for granted now were proven then. For 
instance, that bacteria cannot appear out of  thin air (a claim against the then popular theory of  
spontaneous generation), that specific bacterial species cause specific diseases (germ theory) and 
that you can kill many bacteria by heat (pasteurization).
As scientists were learning to understand that bacteria could cause disease, it is not surprising 
that many studies of  that time were focused on medical topics. One of  the early-discovered 
bacteria was Streptococcus pneumoniae, also known as the pneumococcus. This bacterium lives in the 
upper part of  the throat behind the nose of  many small children and a smaller fraction of  adults 
without causing trouble. However, in young children, elderly or immunocompromised people 
the pneumococcus can suddenly turn maleficent and cause pneumonia, inner ear infections, 
meningitis or blood poisoning. 
Why this generally harmless bacterium makes the decision to become a dangerous pathogen 
is one of  the biggest mysteries surrounding the pneumococcus. But there is more. When the 
pneumococcus causes disease, it is notoriously hard to combat. The pneumococcus’ outer layer 
is made of  different sugars. This layer acts as an invisibility cloak for the immune system. When 
the immune system finally Figured out what sugars the layer is made of, the battle is not over. 
The pneumococcus has many different ways changing its outer layer: the pneumococcus can 
change how many sugars it makes, or even mutate into new variant. Because of  this shape-shift-
ing behavior, vaccines against the pneumococcus have to remain updated. 
Except vaccines, humans also use antibiotics to fight pneumococcal infections. However, more 
and more pneumococcal variants are resistant to often-used antibiotics. Many researchers are 
trying to Figure out how the pneumococcus is becoming resistant to antibiotics. One of  the 
important mechanisms seems to be the ability of  the pneumococcus to pick up DNA from its 
surroundings, sometimes encoding for traits that help the pneumococcus to become resistant. 
This ability, also called competence, is the so-many-th reason you can call the pneumococcus a true 
shape-shifter.
Invisible, taking up DNA from others, sudden killer – there is a whole, but largely incomplete 
patchwork of  information available about this intriguing bacterium. Why does the pneumo-
coccus cause disease? What causes antibiotic resistance? How can we find new antibiotics or 
vaccines against the pneumococcus? 
Instead of  looking further at the role of  the pneumococcus as a pathogen, this thesis takes a dif-
ferent approach and focuses on gaps in the very basis of  the patchwork. What you would almost 
forget amidst all these pressing questions is the question: how does the pneumococcus grow and 
divide? Or in other words, how does it work?
How does it work?
What do you do if  you want to know how something works? In many cases, you look inside to 
find out the inner works. For bacteria, the field trying to understand the way bacteria are built 
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up is called bacterial cell biology.  Already since the beginning of  the previous century, people have 
tried to Figure out what happens inside bacteria, but there is one very big problem: they are 
extremely small. The pneumococcus is around 0.5 µm3 in volume – that means it fits more than 
50 million times in one grain of  table salt! Even compared to human cells, bacteria are very small 
– hundreds of  pneumococci fit into one human cell. 
When you think about that, it is no wonder that it is not that straightforward to have a look inside 
a bacterium. It took a full century and a lot of  new biological and technical knowledge before all 
the tools were there, but now we are truly ready to see the inner works of  the pneumococcus. 
Goal of  this thesis
Because it is impossible to find out the complete inner works of  the pneumococcus in one 
thesis, this thesis focuses on the most important “organ” of  the bacterium: the nucleoid. The 
nucleoid consists of  the single chromosome the pneumococcus has, combined with a set of  
proteins that shape and fold the chromosome into a compact structure. How is the nucleoid 
positioned in the cell while it is shaped, replicated into two identical copies and separated into 
two new daughter cells? What is the anatomy of  the pneumococcal nucleoid?
Summary
One of  the most important methods to map the inside of  the bacterial cell is fluorescence 
microscopy. Because the pneumococcus is so small, you do not see much more than small, 
rugby-ball shaped black cells when you use regular light microscopy. Using a fluorescent mi-
croscope, we can see specific parts of  the pneumococcal cells if  we label them with fluorescent 
proteins or fluorescent dyes. Just as your bike light is very visible when it is dark outside, these 
small lights inside the cells can reveal the inner structures of  the cells. 
While fluorescent dyes are often toxic to the cells, the fluorescent proteins are made by the pneu-
mococcus itself. Naturally, fluorescent proteins exist in jellyfish and corals, but geneticists have 
manipulated them into a range of  colorful variants. If  we want to see where a component of  
the cell is localized inside the pneumococcus, we alter the genome of  the pneumococcus such, 
that the pneumococcus will make our component of  interest with a fluorescent protein attached 
to it. When this works, we can follow our marked components live in the microscope while the 
pneumococcal cells are growing. 
This is the theory. In practice, not all fluorescent proteins are accepted by the pneumococcus. 
Others are not working properly inside the cell; fluorescent proteins need oxygen, while the 
pneumococcus thrives in low-oxygen environments. In chapter 2, we tested four Red Fluores-
cent Proteins in the pneumococcus to see which one is the best suited for genetic studies and cell 
biological studies. We used the tested Red Fluorescent Proteins along the rest of  the chapters.
When you have a working fluorescent protein fusion, the next challenge comes along. You can 
make microscopy images of  millions of  cells, but how can you quantify what you see to come 
to conclusions? For this purpose, there are many segmentation programs available. They automat-
ically detect bacterial cells and give back the cell outline coordinates, cell dimensions and for 
instance the distance of  a fluorescent signal to the middle of  the cell. To help researchers make 
sense of  this type of  data, we developed BactMAP, a software package that works in the statisti-
cal language R (chapter 3). BactMAP mainly focuses on the automatic import of  segmentation 
data and data visualization.
Now we have the experimental and analysis tools to map the pneumococcal chromosome during 
cell division. In chapter 4, we aimed to understand how chromosome segregation and cell divi-
sion influence each other. We looked at the localization of  the important cell cycle protein FtsZ, 
POPULAR SUMMARY SAMENVATTING VOOR HET BREDE PUBLIEK
182
the early cell cycle protein MapZ and the protein DnaX that is involved in the replication of  
the chromosome. We also tracked the chromosome during the cell cycle by adding fluorescent 
markers to different locations along the chromosome. By following all these proteins, we could 
Figure out the order of  events during the cell cycle. 
DNA replication in the pneumococcus happens at the division location in the middle of  the 
cell. The part of  the chromosome that is replicated first moves to the future location of  divi-
sion, at the quarter and three-quarter positions of  the cell, as does the cell cycle protein MapZ. 
While the rest of  the chromosome is being replicated, the chromosome segregates towards the 
future division location. The cell cycle protein FtsZ moves to the future division location. Then, 
DNA-replication is finished. A new round of  replication is started at the future division loca-
tions and the cell is split into two daughter cells.
To understand more about how this happens, we deleted different genes we knew to be import-
ant for either cell division or chromosome segregation. It turned out that when chromosome 
segregation is perturbed by making mutants, cell division is in trouble too. We conclude that the 
correct localization of  the part of  the chromosome that is replicated first is important for cell 
division at the correct location.
In chapter 5, we continue the mapping of  the chromosome by focusing on a small protein of  
which there are thousands of  copies inside each pneumococcal cell called HU. We found that 
HU is binding the complete pneumococcal chromosome, and that removing HU from the cell 
leads to chromosomes with a fuzzier shape and cells with trouble segregating their chromo-
somes. 
Because HU binds the complete chromosome, we used HU attached to a fluorescent protein as a 
marker for following the nucleoid as a whole. Using superresolution microscopy, we could make 
images of  the nucleoid shape and dynamics, showing that the nucleoid is changing shape very 
quickly over time, moving from a “wet towel”-structure to a more straight “pull”-structure. This 
flexibility might be important for the chromosome to be able to segregate and replicate quickly 
during the cell cycle.
Discussion
Together, this thesis gives a first view of  the anatomy of  the pneumococcal nucleoid. Many 
things still have to be Figured out now: now we know a little bit about the inner components of  
the chromosome cycle, the next question would be: how do these components know where they 
should go? While there are few candidate proteins that might be important for chromosome 
organization, we should not forget that the chromosome is a chemical structure too. Chemical 
and physical forces are influencing the shaping of  the chromosome together with the specific 
proteins.  Finding those proteins and understanding how all these forces work together will be 
the next challenge in creating a map of  the inner works of  the pneumococcus. 
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De anatomie van het chromosoom van de pneumokok
Introductie, samenvatting en discussie voor het brede publiek
Introductie
Een verraderlijke veranderaar
Bacteriën leven al met ons samen zolang als we bestaan. Toch was hun bestaan voor lange tijd 
mysterieus en voer voor filosofen – tot het einde van de negentiende eeuw. In die tijd kwamen 
onderzoekers erachter hoe ze bacteriën konden kweken en onderzoeken. Veel dingen die we 
nu als vanzelfsprekend beschouwen werden toen bewezen, bijvoorbeeld dat bacteriën niet uit 
het niets kunnen ontstaan (een idee dat lang populair was onder wetenschappers en ‘spontane 
generatie’ werd genoemd). Onderzoekers kwamen er ook achter dat er verschillende soorten 
bacteriën bestonden die specifieke ziektes konden veroorzaken, en dat veel bacteriën gedood 
konden worden door middel van verhitting (pasteurisatie).
Wetenschappers kwamen er langzaam achter dat micro-organismen de oorzaak waren van veel 
ziektes. Het is dan ook niet zo verrassend dat veel microbiologisch onderzoek in die tijd gefocust 
was op medische onderwerpen. Een van de bacteriën die al snel ontdekt werden was Strepto-
coccus pneumoniae, ook wel bekend als de pneumokok. Deze bacterie leeft in het bovenste deel 
van de keel, achter de neus van veel kleine kinderen en een kleinere groep volwassenen. Daar 
veroorzaakt de pneumokok over het algemeen geen problemen. Maar soms, in jonge kinderen, 
ouderen of  mensen met een verzwakt immuunsysteem kan de pneumokok ineens veranderen 
in een gevaarlijke ziekteverwekker die longontsteking, oorontsteking, hersenvliesontsteking en 
bloedvergiftiging kan veroorzaken.
Waarom deze over het algemeen onschadelijke bacterie ineens gevaarlijk wordt is een van de 
grootste mysteries rondom de pneumokok. Maar er is meer. Wanneer de pneumokok ziektes 
veroorzaakt is de bacterie maar lastig te verslaan. De buitenste laag van de pneumokok is van ver-
schillende suikerverbindingen gemaakt. Deze laag werkt als een soort onzichtbaarheidsmantel 
tegen het immuunsysteem. Wanneer het immuunsysteem uiteindelijk heeft uitgevonden hoe deze 
buitenste laag eruit ziet is het nog niet uitgespeeld, de pneumokok heeft verschillende manieren 
om de buitenste laag te veranderen. Dat kan door de dikte te veranderen of  zelfs door genetisch 
te veranderen. Door deze gedaanteverwisselingen moeten vaccins tegen de pneumokok ook 
vernieuwd blijven.
Behalve vaccins gebruiken we ook antibiotica om pneumokokinfecties te bestrijden. Helaas zijn 
steeds meer varianten van de pneumokok resistent tegen veelgebruikte antibiotica. Daarom zijn 
onderzoekers op zoek naar de manieren waarop de pneumokok resistent kan worden tegen 
antibiotica. Eén van de belangrijke mechanismen is het vermogen van de pneumokok om DNA 
uit zijn omgeving op te nemen. Soms staan er eigenschappen op dat DNA gecodeerd die de 
pneumokok helpen om resistent te worden. Het kunnen opnemen van DNA wordt ook wel 
‘competentie’ genoemd en is de zoveelste reden dat je de pneumokok met recht een verraderlijke 
veranderaar kunt noemen.
Onzichtbaar voor het immuunsysteem, DNA van anderen in zich opnemend, een plotselinge 
ziekteverwekker – er is een flinke, maar voor een groot deel incomplete lappendeken aan infor-
matie beschikbaar over deze intrigerende bacterie. Waarom veroorzaakt de pneumokok ziektes? 
Wat zorgt ervoor dat hij resistent wordt? En hoe vinden we nieuwe antibiotica of  vaccins tegen 
de pneumokok?
Dit proefschrift kijkt niet verder naar de rol van de pneumokok als ziekteverwekker. In plaats 
daarvan nemen we een andere benadering en leggen we de focus op de gaten in de naden van de 
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lappendeken. Wat je bijna zou vergeten tussen alle belangrijke vragen is: hoe groeit en deelt de 
pneumokok eigenlijk? In andere woorden, hoe werkt de pneumokok?
Hoe werkt het?
Wat doe je als je erachter wilt komen hoe iets werkt? In veel gevallen kijk je er dan in om uit te 
zoeken hoe het is gebouwd. Voor bacteriën heet het onderzoeksgebied dat erachter probeert te 
komen hoe bacteriën zijn opgebouwd ‘bacteriële celbiologie’. Al sinds het begin van de vorige 
eeuw proberen onderzoekers uit te vogelen wat er aan de binnenkant van bacteriën gebeurt, 
maar er is één groot probleem: ze zijn ontzettend klein. De pneumokok is ongeveer 0.5 kubieke 
micrometer groot – dat is 50 miljoen keer zo klein als een korrel zout! Zelfs vergeleken met 
menselijke cellen zijn bacteriën erg klein. Honderden bacteriën passen er in één menselijke cel.
Als je daaraan denkt zie je dat is het niet zo eenvoudig is om in een bacterie te kijken. Het heeft 
een complete eeuw en veel nieuwe biologische en technische kennis gekost voordat alle beno-
digdheden er waren, maar nu zijn we er echt klaar voor om de binnenkant van de pneumokok 
te bekijken.
Doel van dit proefschrift
Omdat het nu eenmaal onmogelijk is om de complete pneumokok in één proefschrift in kaart 
te brengen, focust dit proefschrift op het meest belangrijke orgaan van de pneumokok: de nu-
cleoïde. De nucleoïde bestaat uit het enkele, cirkelvormige chromosoom van de bacterie, dat 
opgevouwen is door een hele rits aan eiwitten. De pneumokok groeit door zichzelf  in twee iden-
tieke dochtercellen te delen. Om te zorgen dat dit goed verloopt, moeten alle onderdelen van 
de bacteriecel gekopieerd en verplaatst worden naar twee helften van de cel. Tijdens de celgroei 
wordt het zo ook het chromosoom gekopieerd en de nucleoïde in tweeën gesplitst voordat de 
cel in tweeën splijt. Hoe werkt dat op zo’n manier dat er geen fouten worden gemaakt? Welke 
onderdelen zitten waar terwijl dit gebeurt? Ofwel, wat is de anatomie van de nucleoïde van de 
pneumokok?
Samenvatting
Eén van de belangrijkste methodes om de binnenkant van een bacteriële cel in kaart te brengen 
is fluorescentiemicroscopie. Omdat de pneumokok zo klein is, zie je niet veel meer dan kleine, 
rugby-bal-achtige vormen als je gewone lichtmicroscopie gebruikt. Met een fluorescentiemi-
croscoop kunnen we specifieke delen van de pneumokok zien als we ze labellen met fluorescente 
eiwitten of  stoffen. Net zoals je fietslampje goed zichtbaar is in het donker kunnen deze kleine 
lichtjes in de cellen de innerlijke structuren van de bacteriecellen blootleggen.
Hoewel fluorescente stoffen vaak ongezond zijn voor de bacteriën, worden de fluorescente ei-
witten door de bacteriën zelf  gemaakt. Van oorsprong komen fluorescente eiwitten uit kwallen 
en koralen, maar genetici hebben de fluorescente eiwitten gemanipuleerd tot een heel scala aan 
kleurrijke varianten. Als we nu een onderdeel van de cel willen zien, veranderen we het genoom 
van de pneumokok. Hierdoor maakt hij niet langer de gewone variant van dit onderdeel, maar 
een variant met een fluorescent eiwit eraan vastgeplakt. Als dit werkt, kunnen we de gemarkeerde 
onderdelen live in de microscoop volgen terwijl de pneumokokcellen aan het groeien zijn.
Dit is de theorie. In de praktijk accepteert de pneumokok niet alle veranderingen in het genoom. 
Soms werken de fluorescente eiwitten niet goed in de pneumokok: fluorescente eiwitten hebben 
zuurstof  nodig, terwijl de pneumokok het best groeit in een omgeving met lage zuurstofcon-
centraties. In hoofdstuk 2 testten we daarom vier verschillende Rood-Fluorescente Eiwitten 
(RFP’s) uit om erachter te komen welke het meest geschikt is voor genetisch en voor celbiolo-
gisch onderzoek in de pneumokok. De RFP’s die het beste uit de test kwamen gebruiken we in 
de volgende hoofdstukken.
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Als je een werkende fusie van een onderdeel van de cel hebt met een fluorescent eiwit komt de 
volgende uitdaging om de hoek kijken. Je kunt microscopiefoto’s maken van miljoenen cellen, 
maar hoe kan je op basis van foto’s wetenschappelijke conclusies trekken? Een eerste belangrijke 
stap is het omzetten van de foto’s in meetbare data. Hiervoor bestaan er verschillende compu-
terprogramma’s die ‘segmentatie’ uitvoeren. Deze programma’s detecteren bacteriële cellen en 
geven de coördinaten van de celomtrek, celdimensies en bijvoorbeeld de afstand van een flu-
orescent signaal tot het midden van de cel weer. Om onderzoekers te helpen deze uitgevoerde 
gegevens op hun beurt te verwerken hebben wij BactMAP ontwikkeld, een softwarepakket dat 
in de statistische programmeertaal R geschreven is (hoofdstuk 3). BactMAP verzorgt de autom-
atische import van segmentatiedata en visualiseert deze data.
Nu hebben we het experimentele gereedschap en de analysetools in handen om het chromo-
soom van de pneumokok in kaart te brengen tijdens de celdeling. In hoofdstuk 4 is ons doel een 
beter begrip te krijgen van hoe chromosoomsegregatie – het uit elkaar trekken van het chromo-
soom – en celdeling elkaar beïnvloeden. We keken naar de locatie van belangrijke onderdelen: 
de celdelingseiwitten FtsZ en MapZ en het eiwit DnaX, dat een rol speelt in het kopiëren van 
het DNA tijdens de celdeling. We volgden ook het chromosoom tijdens de celcyclus door flu-
orescente labels op verschillende locaties op het chromosoom te plaatsen. Door de eiwitten en 
chromosoomlocaties te volgen konden we het verloop van de celcyclus in kaart brengen.
DNA-replicatie, het kopiëren van het chromosoom in twee identieke exemplaren, gebeurt in 
de pneumokok in het midden van de cel. Dit is ook het punt waar de cel uiteindelijk in tweeën 
deelt: het celdelingspunt of  het septum. Het deel van het chromosoom dat als eerste werd ge-
kopieerd beweegt zich weg van het midden. De kopie beweegt naar de ene kant, het origineel 
naar de andere kant van de cel. Beiden bewegen zich naar de plaatsen waar de dochtercellen hun 
celdelingspunt zullen maken. Het celdelingseiwit MapZ, dat als een ring om het celdelingspunt 
zit, beweegt zich in gelijke richting: de ring split in twee ringen naar de nieuwe celdelingspunten. 
Terwijl de rest van het chromosoom gekopieerd wordt, blijven de kopie en het origineel naar de 
beide kanten van de cel bewegen. Uiteindelijk zal het celdelingseiwit FtsZ, dat als een ring op het 
celdelingspunt zit, plotseling dezelfde beweging maken als MapZ. Dan is DNA-replicatie klaar 
en begint de pneumokok een nieuwe ronde van DNA-replicatie op de nieuwe celdelingspunten, 
en wordt de cel in twee dochtercellen opgesplitst.
Om meer te begrijpen over hoe dit gebeurt, hebben we verschillende genen verwijderd waarvan 
we weten dat ze belangrijk zijn voor oftewel celdeling of  chromosoomsplitsing. Het bleek dat 
wanneer de splitsing van het chromosoom niet meer goed gaat, celdeling ook niet meer goed 
werkt. Daarom concluderen we dat de correcte plaatsing van het eerst-gekopieerde deel van het 
chromosoom op de nieuwe celdelingspunten cruciaal is voor een goede celdeling.
In hoofdstuk 5 gaan we verder met het in kaart brengen van de nucleoïde door in te zoomen op 
een klein eiwit waarvan er zich duizenden in elke pneumokok bevinden: HU. We zagen dat HU 
zich bindt aan het gehele chromosoom. Het verwijderen van HU zorgt voor minder compact 
gevouwen chromosomen die problemen hebben met chromosoomsegregatie.
Omdat HU zich op het gehele chromosoom bevindt, gebruikten we aan een fluorescent eiwit 
gekoppelde HU als een label voor de nucleoïde. Met gebruik van superresolutiemicroscopie, spe-
ciale technieken waarmee je nog kleinere dingen kunt onderscheiden dan met normale microsco-
pie, konden we de vorm van de nucleoïde beter onderscheiden dan ooit. We konden de nucleoïde 
tijdens de celcyclus volgen, wat duidelijk maakte dat de nucleoïde een sterk veranderlijke vorm 
heeft, die switcht tussen een soort helix (een verwrongen handdoek) en een rechte structuur. Dat 
de nucleoïde flexibel is kan belangrijk zijn voor het chromosoom om snel gekopieerd te kunnen 
worden en daarna snel naar twee kanten te kunnen bewegen.
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Discussie
Alles bij elkaar geeft dit proefschrift een eerste blik op de anatomie van de nucleoïde van de 
pneumokok. Veel dingen zijn nog onbekend: hoe weten al deze onderdelen van de celcyclus 
wanneer ze waar heen moeten? Hoewel er een aantal eiwitten belangrijk zijn voor het splitsen 
van het chromosoom, moeten we ook niet vergeten dat het chromosoom ook chemische eigen-
schappen heeft. Chemische en natuurkundige krachten spelen hoogstwaarschijnlijk een rol in 
het vormen van het chromosoom, al dan niet samen met nog onbekende eiwitten. De zoektocht 
naar deze nieuwe eiwitten, samen met het leren begrijpen hoe deze krachten samenwerken zal de 
volgende stap zijn in het beschrijven de anatomie van de nucleoïde van de pneumokok.
